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腸管出血性大腸菌を中心とした腸管感染菌の病原性ゲノム基盤の
解明と臨床応用

計画研究：応用ゲノム
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＜研究の目的と進め方＞
種々の細菌感染症の中でも、腸管出血性大腸菌（EHEC）感染

症は、我が国を含む先進諸国で最も問題となっている腸管感染症
である。EHEC は O157 EHEC と non-O157 EHEC に大別される
が、前者の方が分離頻度も高く、ゲノム配列が決定されたことも
あって、EHEC 研究は O157 を中心に進んできた。しかし、non-
O157 EHEC の分離頻度も増加しており、その対応も必要になっ
ている。本研究では、これまで我々が進めてきた O157 堺株の全
ゲノム情報に基づいた O157 の病原性とゲノム多様性の解明を更
に推進するとともに、O26・O111・O103 EHEC を新たな解析対
象とし、EHEC の病原性メカニズム、ゲノム多様性、病原性発現
調節機構の解明に取り組む。また、他の腸管病原性大腸菌とのゲ
ノム比較を行い、EHEC の病原性の特性を浮き彫りにする。さら
に、腸管常在細菌の解析と EHEC と常在菌の相互作用の解析を
行う。特に、本特定領域研究の後半２年間は、腸管常在細菌の解
析に重点を置いて研究を進め、ヒト腸管常在細菌叢の実体を明ら
かにするとともに、EHEC の増殖や病原性発現に対する常在菌の
作用を明らかにする。これらの研究成果を基に、EHEC の新しい
診断・サーベイランス・治療・予防法の開発を目指する。なお、
腸管常在細菌解析のより効率的遂行のため、本年度より班構成を
一部変更（徳島大学・桑原の参加）した。

＜ 2008 年度の研究の当初計画＞
【EHEC の解析】 (1) 病原性メカニズム：O157 では III 型分泌系

（T3SS）エフェクター群の機能解析を進める。non-O157 EHEC
では決定したゲノム情報を基に O157 との病原遺伝子レパート
リーの比較を行い、その結果を基に、各 non-O157 EHEC に特異
的な TTSS エフェクター・付着因子に焦点をあてた機能解析を行
う。non-O157 EHEC では、ウサギ等を用いた in vivo の病原性解
析の有用性について検討する。(2) ゲノム多様性： pan-E. coli 
array と新型シーケンサーを用いて、より広範なゲノム多様性解
析を行い、EHEC 病原性遺伝子レパートリーの多様性の実態を解
明する。O121 EHEC のゲノム解読を新たに開始する。また、
O26・O111 では、IS を標的とした迅速菌株識別システムを新た
に構築し、新しいサーベイランス法として実用化を図る。本年度
は、プロトタイプの構築が目標となる。(3) 病原性発現調節機構：
タイリングアレイなどを用いて、T3SS を中心とした O157 病原
遺伝子群の発現調節系の分子機構を解明し、外来性の EHEC 病
原遺伝子群の大腸菌固有のゲノムシステムへの統合様式を明らか
にする。
【他の病原性大腸菌と腸内常在菌の解析】 (1) 他の病原性大腸

菌： EPEC の代表菌株である B171 株と E2348/69 株の解析を進
め、EHEC と EPEC の病原性の共通性と違いを明らかにする。
O55:H7 のゲノム解析により、O55:H7 から O157 が出現した遺伝
的イベントを明らかにする。(2) 腸内常在菌：主要な常在菌種の 1
つ で あ る Bacteroides fragilis で 高 度 に 発 達 し て い る genome 
inversion system と莢膜合成系の解析を進め、腸内常在能への寄
与を明らかにする。また、他の腸内常在菌の個別ゲノム解析を、

基盤ゲノム・服部班や比較ゲノム・久原班らと共同で推進する。
さらに、主要常在菌と O157 EHEC の相互作用、特に常在菌代謝
産物の O157 EHEC の病原性発現に対する影響や増殖阻害作用を
解明し、新しい EHEC 治療・予防戦略開発への展開を図る。

＜ 2008 年度の成果＞
【EHEC】（1）O157 において、タイリングアレイを用いた Pch

および Ler タンパク質のゲノム結合部位の解析を行い、Pch が
T3SS 遺伝子群などの外来性遺伝子領域に選択的に結合し、発現
を制御していること、さらに T3SS 遺伝子群を中心とした病原性
関連遺伝子群の発現がこの２種類の制御因子により協調的な発現
制御ネットワークを形成していることを明らかにした。（2）
NleH, EspL2 などのエフェクターの機能を明らかにした。NleH
は感染細胞での炎症応答を修飾し、EHEC の感染により抑制され
る応答をある程度上昇させ、応答レベルを調節する。EspL2 は上
皮細胞の細胞骨格の再編成と付着に関与する因子であり、宿主細
胞の annexin 2 と直接相互作用し、その F －アクチン凝集活性を
亢進するとともに細胞膜の形態変化を誘導し、細胞上での密集し
た集落形成に寄与する。（3）既に決定済みの O26, O111, O103 の
全ゲノム配列のアノテーション作業が終了し、これらの non-
O157EHEC も O157 と同様に、多数のプロファージや integrative 
elements が存在しており、O157 と同一、あるいは非常によく似
た病原遺伝子群を持つ類似のエレメントを多数獲得することによ
り、異なった進化系統で同じ病原型の菌が出現するメカニズムを
明らかにした（EHEC 平行進化機構の解明）。（4）O26 菌株のゲ
ノム多様性解析を行い、O157 に比べてややマイルドであるが、
ファージ領域が顕著な多様性を示すこと、また、IS の分布状況
の解析から、O157 で作成したものと類似の迅速菌株識別系を開
発できる可能性があることが明らかになった。
【他の病原性大腸菌と腸内常在菌】（1）EPEC の代表菌株であ

る B171-8 株の半網羅的菌株特異的領域の解析、E2348/69 株の
全ゲノム解析（英国・サンガーセンターとの共同研究）を行い、
T3SS 系の全貌など、それぞれの基本的な病原遺伝子セットを同
定した。また、E2348/69 株が最もシンプルな T3SS を持つこと、
ETT2 にコードされる第二の T3SS が、B2 系統群以外の大腸菌
株にのみ存在することなどの知見を得た。（2）腸内常在菌の代謝
産物が O157 の病原性発現制御に関与することを示す知見を得
た。（3）米国との共同研究により、O55・O157 系統の進化分化
時期についての詳細を明らかにした。（4）基盤ゲノム・服部班と
共同で、2 株のヒト腸内常在大腸菌株のゲノム配列を決定した。
１株については、解析が終了し、論文発表もできた。（5）B. 
fragilis の保有する組み換え酵素群の網羅的な解析により、本菌の
ゲ ノ ム ワ イ ド な 外 膜 蛋 白 質 相 変 異 に 関 与 す る tyrosine 
recoombinase を同定した。また、無菌マウスを用いた定着試験よ
り、SusC family の外膜蛋白質の相変異が腸管内への定着に必要
であることを明らかにした。(6) 腸内難培養菌である segmented 
filamentous bacteria (SFB) のゲノム解析のため、SFB ノトバイ
オートマウスを作成し、無菌マウス腸管で増菌した後、SFB の
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ゲノムを抽出し、ゲノム概要配列を得た。

＜国内外での成果の位置づけ＞
【EHEC】 T3SS 遺伝子群を中心とした病原性関連遺伝子群の同

定および調節因子の役割分担についての解析はこの分野での先駆
けとなるもので、DNA Res に発表した論文は Faculty of 1000 に
選出され高い評価を受けている。3 種類の各 non-O157 EHEC ゲ
ノムの決定により、主要な EHEC のゲノムは全て我々のグルー
プで解読したことになる。
【他の病原性大腸菌と腸内常在菌】 E2348/69 株の全ゲノム解析

は EPEC としては最初のものであり、フォスミドマッピング等
を利用した B171-8 株の解析も他に例を見ないアプローチであ
る。E2348/69 株や O55/O157 系統の解析は、国際的な共同研究
の成功例としても評価できる。また、近年、腸管常在菌の宿主腸
管免疫への関与や肥満、糖尿病等の疾病との関連が国内外で大き
く注目されており、さらに B. fragilis の莢膜多糖には免疫調節作
用があることも報告され、本菌の表層分子の相変異メカニズムの
解明は宿主腸管免疫を理解する上で重要な知見である。腸内難培
養菌のゲノム解析は新規培養技術の開発や腸管内代謝ネットワー
クを理解する上で極めて重要であるが、まだ解析技術も十分に確
立されておらず、今回我々が用いた手法は全く新しいアプローチ
である。

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞
【EHEC】 non-O157 EHEC のゲノム解析データのまとめに時間

を要し、論文発表が遅れているが、まもなく投稿できる予定であ
る。3 株の O26 について、SOLiD による再配列解析を行ったが、
従来のシーケンサーや他の新型シーケンサーと全く異なったスタ
イルのデータであるために、その処理が難しく、まだ十分なデー
タ抽出ができていない。今後、情報支援班の協力を受けて解析を
進める予定である。また、ウサギを使った in vivo 解析に関しては
Stx の影響の他、定着に問題があり、変異株の使用や他の動物の
使用など、今後様々な工夫が必要である。
【他の病原性大腸菌と腸内常在菌】 SFB のゲノム解析において

は、SFB ノトバイオートマスウの糞便より精製した DNA が多数
の SFB クローン由来であり、一種のメタゲノムであるため、
SNPや多くのindelが存在し、アッセンブルが難しい状況にある。
現在 Fosmid ライブラリーを作成中であるが、AT-rich なゲノム
のためクローニング効率も悪く、改良が必要である。

＜今後の課題＞
【EHEC】O26 の菌株識別システムに関しては、解像度の向上

などを図る必要がある。現在フィニッシング段階にある、O121 
EHEC の配列決定を終了し、他の EHEC との比較解析を行う。
EHEC の病原性発現を調節する腸内細菌叢由来物質の解析に関し
ては、主要産生菌種の同定など、さらに詳細な解析を行う必要が
ある。
【他の病原性大腸菌と腸内常在菌】腸内常在大腸菌に関しては、

その多様性の把握と潜在的な病原性の有無や菌株間での差異を明
らかにするために、さらに敗血症由来菌株や動物腸管由来菌株を
含めたさらに大規模なゲノム比較解析を行う必要がある。腸内常
在菌に関しては、SFB のゲノム解読の終了、Bacteroides の腸管内
への定着に必須な遺伝子群の同定、 Clostridium difficile など疾病と
の関連が強い腸内常在菌と Bacteroides との細菌間相互作用の解
析、 主 要 な ヒ ト 腸 管 常 在 菌 で あ る Bacteroides, Clostridium, 
Bifidobacterium におけるゲノム改変技術の確立、などを進める必
要がある。
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